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が報告されている（Yunianto et al., 1997）。同ホルモンが筋タンパク質分解を誘導するとい





イド以外にも、骨格筋の活性酸素（ROS）（Li et al., 2003）や細胞内エネルギー代謝の変化





（Baskin and Taegtmeyer, 2011）、成長促進因子（Insulin-like growth factor I; IGF-I）（Latres et 
al., 2005）やインスリンの血中濃度変化（Tesseraud et al., 2007）、腸管から血中への内毒素
流入（Doyle et al., 2011）などによって制御されている可能性が実験動物をはじめとする
哺乳動物で示されている。暑熱ニワトリにおいても、骨格筋ミトコンドリア ROS（mitROS）
産生量が増加すること（Kikusato and Toyomizu, 2013）、血中内毒素濃度が増加すること（南










































が存在する。哺乳動物を用いた研究において、CORT および ROS は筋特異的ユビキチン
転移酵素である Atrogin-1の発現を増加させることでユビキチンプロテアソーム系を活性








市販孵卵場（松本鶏園）より入手した 0日齢の雄肉用鶏（Gallus gallus domesticus, ROSS 
系統）を供試し、幼雛用バタリーで 14日間飼育した。その後、環境温度制御室内におい









標的遺伝子の発現量は 18s の発現量で補正した。血中 CORT 濃度は市販 ELISA キット
（Enzo Life Sciences）を用いて測定した。また、骨格筋の mitROS産生量を評価するため、
同組織より遠心分離法でミトコンドリアを単離し、呼吸基質（コハク酸、グリセロール 3
リン酸）を添加した際に発生したスーパーオキシド（O2・－）産生量を蛍光プローブ








では、血中 3-メチルヒスチジン濃度が感作 3 日後において対照区と比較して有意に増加
した（図 2A）。また、筋 Atrogin-1 の遺伝子発現量は暑熱 0.5 日後に有意に増加した（図
2B）。その一方で、他のユビキチンプロテアソーム系関連因子であるMurF-1および ProC2
には有意な変化は認められなかった（図 2C および D）。また、カルパイン系およびリソ
ソーム系の分解酵素であるμ-Calpain および Cathepsin B の遺伝子発現量にも、暑熱感作
による増加は認められなかった（図 2Eおよび F）。これらの結果より、暑熱時の骨格筋で
はまず Atrogin-1発現が増加し、その後ユビキチンプロテアソーム系のタンパク質分解が
亢進することが考えられた。さらに、Atrogin-1 発現が増加した暑熱 0.5 日後において、
Atrogin-1の転写に関与すると考えられる forkhead box O（FoxO）3の遺伝子発現量が増加






























図 2. 暑熱環境下の肉用鶏における各種筋タンパク質分解関連パラメータの経時的変化 
A）血中 3-メチルヒスチジン濃度、B）浅胸筋 Atrogin-1遺伝子発現量、 
C）浅胸筋 MuRF1遺伝子発現量、D）浅胸筋 ProC2遺伝子発現量、 
E)浅胸筋μ-Calpain遺伝子発現量、F)浅胸筋 Cathepsin B遺伝子発現量 






図 3.暑熱環境下の浅胸筋 FoxO3発現および 
血中コルチコステロン濃度の経時的変化 
A）浅胸筋 FoxO3遺伝子発現量、B）血中 CORT濃度 






図 4.暑熱 0.5日後におけるニワトリ骨格筋 mitROS産生量 







前節で行った in vivo 試験より、暑熱時のニワトリ骨格筋におけるタンパク質分解亢進
には Atrogin-1発現誘導によるユビキチンプロテアソーム系タンパク質分解の活性化が関
与し、さらに Atrogin-1の発現誘導には CORTの分泌増加および筋 mitROSの過剰産生の
片方あるいは両方が関与している可能性が示された。過去の研究において、ニワトリ培養
筋細胞を高温培養すると細胞タンパク質量が低下し（Nakashima et al., 2004）、これには酸
化ストレスあるいは mitROS 産生の増加が関与する可能性が報告されている（Nakashima 
et al., 2004; Kikusato et al., 2015）。そこで、本節ではニワトリ培養筋細胞を高温培養した際












剤（Proteasome Inhibitor I, Merck Millipore）を、また、mitROS産生量の関与を検証するた
め、O2・－捕捉剤である 4-Hydroxy Tempo（Tmp）を用いた。プロテアソーム阻害剤は試験
培地に常時添加し、Tmpはこれを含む無血清培地で高温培養前の 1時間前培養を行った。
統計解析において、対照（通常培養）区および高温区の 2区間の解析では Student’s t-test






















び Atrogin-1発現の増加が抑制され（図 6A、図 6B）、さらに、高温 6時間後における細胞
タンパク量の低下も抑制された（図 6C）。以上の結果より、ニワトリ筋細胞における高温
時の筋タンパク質分解は Atrogin-1発現増加にともなうユビキチンプロテアソーム系の活


























図 5. ニワトリ培養筋細胞を高温培養した場合における 
ミトコンドリア活性酸素およびタンパク質分解の変化 
A）細胞タンパク質量、B）Atrogin-1遺伝子発現量、C）ミトコンドリア O2・－産生量 
Means ± SE, n = 4-9, *P < 0.05 compared to the control values, 
abP < 0.05; different letters are statistically different. 
 
図 6. O2・－捕捉剤 Tmpを添加したニワトリ培養筋細胞を高温培養した場合における 
ミトコンドリア O2・－産生量（A）、Atrogin-1遺伝子発現量（B）、細胞タンパク質量（C） 










暑熱時のニワトリでは mitROS 産生および Atrogin-1 発現に加え、CORT の分泌量も同時
間帯に増加することが明らかになっている（第二章第一節）。CORT を含む糖質コルチコ
イド類は、哺乳類ではタンパク質分解亢進やグルコース酸化の低下といった代謝制御を





ように通常条件下では約 20 ng/ml である。しかしながら、これまでの家禽に対する糖質
グルココルチコイドの多くの研究ではこれらを大きく超えた濃度を投与している。また、









後、0あるいは 20 ng/mlの CORT（Wako）を含む無血清 DMEM/M199混合培地で 1ある












確認されたが、これに対しても CORT 添加は何ら影響を与えなかった（図 7B）。なお、
Atrogin-1の転写因子である FoxO3の発現量は 1時間の高温培養では変化が認められなか
ったが、CORT 添加により有意に増加することが認められた（図 7C）。以上の結果から、









図 7. 高温培養時のニワトリ筋細胞におよぼす CORT添加の影響 
A）細胞タンパク質量、B）Atrogin-1遺伝子発現量、C）FoxO3遺伝子発現量 




























し（Doyle et al., 2011）、また、細胞内のエネルギー（代謝）状態が変動し ATP量が低下す
るとAMPKがリン酸化されると同様にAtrogin-1発現が誘導される（Baskin and Taegtmeyer, 
2011）。また、インスリンと IGF-Iは Akt/FoxO1のリン酸化を介して Atrogin-1発現を負に





をより深く追究することを目的として、Atrogin-1 発現増加が認められた暑熱 0.5 日後に
おけるエネルギー代謝状態やインスリン、IGF-I、内毒素の変動を調べた。 
 











キット（LONZA、My BioSource）を用いてそれぞれ測定し、筋 Atrogin-1 発現は前節と
同様にリアルタイム RT-PCR法を用いて調べた。骨格筋内の Atrogin-1発現に関わると考
えられた転写調節因子 Akt、FoxO1および AMPKの発現量および各リン酸化タンパク質
量はウエスタンブロット法を用いて調べた。Student’s t-test を用いて統計解析を行った。 
 
【結果および考察】 






ら（図 9C）、暑熱感作 0.5日後のニワトリ骨格筋ではエネルギー代謝の変動は Atrogin-1発
現に影響をおよぼさないことが考えられた。 
血中 IGF-I 濃度は暑熱 0.5 日で変化は認められなかった一方で（図 10A）、インスリン
濃度は有意に低下することが認められた（図 10B）。この結果より、暑熱時の骨格筋にお
ける Aktおよび FoxO1 のリン酸化割合を調べた結果、これらシグナル伝達因子はインス
リンの低下と同調して、そのリン酸化割合が共に低下していることが認められた（P < 0.05）






















図 9. 暑熱 0.5日後における筋 Atrogin-1の発現誘導メカニズムの調査 
A）筋 Atrogin-1遺伝子発現量、B）血中内毒素濃度、C）筋 AMPKのリン酸化割合 





図 10. 暑熱 0.5日後におけるインスリン・IGF-Iシグナリングの変化 
A）血中 IGF-I濃度、B）血中インスリン濃度、C）筋 Akt、D）筋 FoxO1のリン酸化割合 































に Glu および Gln（AJINOMOTO）を各々1%添加したアミノ酸強化（Glu/Gln）飼料を作
製し、また、同飼料と等 N量になるよう 1.825% アラニン（Ala）を添加した対照飼料（iso-
nitrogenous control）を作製した。暑熱感作開始と同時に対照飼料あるいは Glu/Gln飼料を
ニワトリに給与し、また適温区のニワトリヘは対照飼料を給与した。暑熱感作後 0.5およ
び 3 日後において、浅胸筋および血漿を採取した。その後、筋 Atrogin-1 遺伝子発現量、
Aktおよび FoxO1のリン酸化割合、マロンジアルデヒド（MDA）含量、ならびに血中イ
ンスリン濃度および 3-メチルヒスチジン濃度を調べた。筋 GSH 含量は ELISA キット






対照飼料を給与したニワトリにおいて、暑熱 0.5 日後における筋 Atrogin-1 遺伝子発現
量および暑熱 3 日後における血中 3-メチルヒスチジン濃度はいずれも、第二章第一節と







なかった（図 12A）。還元型 GSH、酸化型 GSH（GSSG）、およびこれらの総量（総 GSH
含量）を調べた結果、総 GSH含量および酸化型 GSH含量に対して暑熱感作および Glu/Gln 
給与による影響は認められなかった。一方、GSSG含量は暑熱感作により有意に増加した
が、この増加が Glu/Gln 添加区では認められなかった。これらの結果より、Glu/Gln 添加
は当初見込んでいた GSHの生合成には影響を与えないが、GSHの酸化還元状態の改善効
果がある可能性が考えられた。 
つづいて、インスリンおよびそのシグナル伝達因子である Aktおよび FoxO1 のリン酸
化割合を調べた。まず、暑熱感作により有意に低下した血中インスリン濃度は、Glu/Gln
添加による影響は認められなかった（図 13A）。一方、暑熱感作による Aktのリン酸化割


























A）筋 Atrogin-1遺伝子発現量、B）血中 3-メチルヒスチジン濃度 






A）筋MDA含量、B）筋総 GSH含量、C）筋 GSH含量、D）筋 GSSG含量 












A）血中インスリン濃度、B）筋 Aktリン酸化割合、C）筋 FoxO1リン酸化割合 






























子発現量が増加した。これらのことから、ミトコンドリア O2・－による Atrogin-1 発現誘導
は、FoxO3 の遺伝子発現量の変化とは関連性がないことは示されたが、Atrogin-1 発現の詳
細な誘導メカニズム解明にまで至っていない。近年の研究では、Atrogin-1 に関与する転写
関連因子として、c-Jun-N-terminal kinase（JNK）や Nuclear factor-kappa B（NF-κB）等が報告





スの双方に効果を持つと考えられた Gln および Glu を暑熱ニワトリへ給与し、筋タンパク
質分解の抑制効果を実証した。同試験における飼養成績において、Glnおよび Glu添加区の
骨格筋量の低下は対照飼料給与区のそれに比べ一部抑制されたものの、体重や増体量の改
善には至らなかった（図表なし）。この改善策として、Gln および Glu の添加期間の延長や
183
20 
添加濃度の工夫や他アミノ酸を含めたアミノ酸バランスの改善といった検討が今後の実用
研究として必要であると考えられる。また、本研究ではニワトリの骨格筋の中で最も重量比
が高い浅胸筋に焦点を絞ったが、浅胸筋とは筋線維型存在比が異なる脚部の筋肉への Glnお
よび Gluの影響の解明も意義のあるものと考えられる。 
本研究が明らかにした、暑熱時の肉用鶏骨格筋のタンパク質分解亢進メカニズムに関す
る知見は、家禽のタンパク質代謝に対する理解を深めるだけでなく、今後の地球温暖化にと
もなう家禽産肉量低下を極小化する畜産物生産システムを構築する上での基盤となること
も期待される。 
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